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非アルコール性脂肪性肝炎（NASH）は、明らかなアルコール摂取歴がないにもかか
わらず、アルコール性肝障害に類似した病態を示す。進行すると肝硬変や肝細胞癌に至
る深刻な病態であるものの、NASH に特異的かつ効果的な治療法は未だ確立されていな
い。したがって、NASH の治療戦略を創出するための基盤的情報として、その病態進行
メカニズムを詳細に理解することが求められている。最近、肝実質細胞だけでなくクッ
パー細胞や肝星細胞などの肝非実質細胞においてもコレステロールが過剰に蓄積する
ことにより、NASH における炎症や肝線維化が促進されることが報告されている。コレ
ステロールの主要な代謝物である胆汁酸は、脂質の吸収促進作用だけでなく、全身に広
く発現する各種受容体に結合し、脂質や糖質の代謝制御を担うシグナル伝達分子として
も作用を発揮する。胆汁酸は非アルコール性脂肪性肝疾患や糖尿病、肥満など様々な代
謝性疾患と関連することが知られており、NASH 患者においては炎症や肝線維化の重症
度と血漿中の抱合型胆汁酸濃度に正の相関関係が認められている。したがって、胆汁酸
は NASH の病態進行に密接に関与する可能性があり、NASH の病態を詳細に理解する
うえで、胆汁酸の動態を精密に把握することが重要であると考えた。胆汁酸動態は、肝
臓や回腸に発現する複数のトランスポーターにより制御されている。しかしながら、ト
ランスポーターを介した輸送特性に関する知見は一部の胆汁酸に限られており、胆汁酸
個々の輸送特性についての詳細は明らかにされていない。また、胆汁酸動態を支配する
代謝酵素やトランスポーターの発現量あるいは活性の変化と、NASH の病態進行との関
連はほとんど調べられていない。こうした背景から本研究では、胆汁酸の輸送特性が十
分に明らかにされていない organic anion transporting polypeptide（OATP）1B1、OATP1B3
及び organic solute transporter（OST）α/β の輸送特性解析により、多様な分子種として存
在する胆汁酸個々の動態におけるトランスポーターの重要性を示すとともに、NASH の
病態進行における胆汁酸動態について明らかにすることを目的とした。 
まず、OATP1B1 及び OATP1B3 安定発現 HEK293 細胞を用い、OATP1B1 及び OATP1B3
を介した胆汁酸の輸送特性を評価した。ヒトの生体内に主要に存在する 5 種の遊離型胆
汁酸ならびにそれらのグリシン及びタウリン抱合型胆汁酸の計 15 化合物について、細
胞内取り込み量の時間依存性を調べたところ、遊離型胆汁酸のうちコール酸（CA）、ケ
 ノデオキシコール酸（CDCA）及びデオキシコール酸（DCA）は、OATP1B1 及び OATP1B3
を介した有意な取り込みが認められたものの、ウルソデオキシコール酸（UDCA）及び
リトコール酸（LCA）の有意な取り込みは認められなかった。一方、グリシン抱合型胆
汁酸とタウリン抱合型胆汁酸は、いずれも有意な取り込みが認められた。次に濃度依存
性試験を行ったところ、OATP1B1 及び OATP1B3 を介した CA、GCA、GCDCA、GDCA、
GUDCA、GLCA、TCA、TCDCA、TDCA、TUDCA 及び TLCA の取り込みは濃度依存
的に増加し、高濃度域で飽和が認められた。OATP1B1 及び OATP1B3 の胆汁酸に対する
見かけのミカエリス定数（Km）を比較したところ、ほぼ同等の傾向であった。抱合型
胆汁酸の Kmは、両トランスポーターで同等であり（OATP1B1: 0.74–14.7 µM、OATP1B3: 
0.47–15.3 µM）、CA の Km（OATP1B1: 47.1 µM、OATP1B3: 42.2 µM）と比べ低値であっ
た。また、Vmax/Kmを比較すると、GLCA（OATP1B1: 21.5 µL/mg protein/min、OATP1B3: 
29.1 µL/mg protein/min）及び TLCA（OATP1B1: 19.6 µL/mg protein/min、OATP1B3: 21.5 
µL/mg protein/min）が両トランスポーターに対して最も高い輸送効率を示すことが明ら
かとなった。以上より、グリシン抱合型及びタウリン抱合型胆汁酸は OATP1B1 及び
OATP1B3 の良好な輸送基質であり、いずれも遊離型胆汁酸に比べて高親和性を示すこ
とを明らかにした。 
次に、OSTα/β 安定発現 MDCKII 細胞を用いて、OSTα/β を介した胆汁酸の輸送特性を
評価した。15 種の胆汁酸の細胞内取り込み量の時間依存性を調べたところ、遊離型胆
汁酸のうち CA、CDCA、DCA 及び LCA は、OSTα/β を介した取り込みが有意に上昇し
たものの、UDCA の有意な取り込みは認められなかった。一方、グリシン抱合型胆汁酸
とタウリン抱合型胆汁酸は、いずれも OSTα/β を介した有意な取り込みが認められた。
次に濃度依存性試験を行ったところ、OSTα/β を介した CA、CDCA、DCA、GCA、GCDCA、
GDCA、GUDCA、GLCA、TCA、TCDCA、TDCA、TUDCA 及び TLCA の取り込みは濃
度依存的に増加した。OSTα/β の胆汁酸に対する Kmを比較したところ、CDCA（23.0 µM）
と DCA（14.9 µM）の方がそれらの抱合型胆汁酸（586–864 µM）より低値を示した。ま
た、Vmax/Kmを比較すると、GLCA（18.7 µL/mg protein/0.5 min）及び TLCA（33.3 µL/mg 
protein/0.5 min）が OSTα/β に対して最も高い輸送効率を示すことが明らかとなった。以
上より、OSTα/β は、胆汁酸に低親和性を示す傾向にあったが、なかでも脂溶性の高い
胆汁酸には比較的高親和性を示すことを明らかにした。 
 上述のトランスポーター発現細胞株を用いた検討より、OATP1B1、OATP1B3 及び
OSTα/β を介した遊離型胆汁酸及び抱合型胆汁酸の輸送特性に多様性があることを明ら
 かにし、胆汁酸個々の動態におけるトランスポーターの重要性が示唆された。 
続いて、NASH の病態進行と胆汁酸動態との関連を明らかにするために、NASH モデ
ルマウスを用いた検討を行った。C57BL/6J 雄性マウスにコリン欠乏メチオニン減量高
脂肪食を 3、6、9、12 及び 15 週間給餌させたところ、早期の NASH 誘発と肝線維化の
経時的な進展が確認できた。作製した NASH モデルマウスにおける胆汁中の総胆汁酸
濃度は給餌 9 週目で有意に低下した一方、末梢血中の総胆汁酸濃度は給餌 3–6 週目にか
けて経時的に増加していた。そこで、胆汁酸 47 化合物を対象として胆汁酸組成及び濃
度の変動について LC/MS/MS により詳細に解析したところ、末梢血中では肝線維化の
病理組織学的スコアが最大付近に達した給餌 6 週目で、親水性の遊離型胆汁酸や、グリ
シン抱合型、タウリン抱合型及び硫酸抱合型胆汁酸の濃度が増加していた。したがって、
NASH の病態進行に伴い、胆汁中よりも末梢血中への胆汁酸排出を促進する機構が働い
ている可能性が考えられた。続いて、NASH の病態進行に伴う胆汁酸動態の変動要因を
明らかにするために、肝臓及び回腸に発現するトランスポーターの発現変動を経時的に
調べたところ、NASH モデルマウスでは、血管側への胆汁酸排出を担う肝臓の Ostβ の
発現は給餌 3–6 週目にかけて早期に増加し、multidrug resistance-associated protein（Mrp）
4 の発現は給餌 15 週目で増加していた。一方で、細胞内取り込みを担う sodium 
taurocholate cotransporting polypeptide（Ntcp）、Oatp1b2 及び apical sodium-dependent bile 
acid transporter の発現は給餌 3 週目より低下し、胆管への胆汁酸排出を担う bile salt 
export pump（Bsep）及び Mrp2 の発現も低下していた。この結果から、NASH では、抱
合型胆汁酸に対して高親和性を示す Ntcp や Oatp1b2、Bsep の発現が低下することによ
り、胆汁酸の肝実質細胞内への取り込みと胆管への排出が抑制される一方で、低親和性
を示すOstの発現が増加することにより血管側への胆汁酸排出が促進することが考えら
れた。さらに、肝臓に発現する胆汁酸代謝酵素の発現変動を調べたところ、胆汁酸の生
合成の律速酵素である Cyp7a1 、アミノ酸抱合酵素 bile acid-CoA:amino acid 
N-acyltransferase（Baat）の発現は低下していた一方で、硫酸抱合酵素 Sult2a1 の発現は
増加していた。したがって、NASH では、コレステロールから胆汁酸への生合成が低下
するとともに、胆汁酸の硫酸抱合を促進して細胞毒性作用を軽減する機構が働いている
可能性が考えられた。 
NASH モデルマウスを用いた検討より、親水性の遊離型胆汁酸や抱合型胆汁酸の血管
側への細胞外排出を促進するような胆汁酸動態の変動が認められた。血管側へ排出され
た胆汁酸は、類洞に到達する過程で、肝実質細胞と血管内皮細胞とでできる狭い空間で
 あるディッセ腔を通過する。ディッセ腔は肝線維化の形成の場であることから、血管側
へ排出された胆汁酸が肝線維化の進展に関与している可能性が考えられる。そこで、胆
汁酸が肝線維化に及ぼす影響を調べるため、ディッセ腔に存在して肝線維化の進展に中
心的な役割を担う肝星細胞に着目し、その活性化について検討を行った。不死化ヒト肝
星細胞株 TWNT-1 細胞を用いて、各種胆汁酸を 100 μM の濃度で細胞に添加し、24 時間
培養後の α-smooth muscle actin（SMA）発現の変動を調べたところ、CDCA、DCA、GCA、
GCDCA 及び GDCA の添加により、α-SMA の発現が有意に増加した。したがって、遊
離型胆汁酸及びグリシン抱合型胆汁酸が肝星細胞の活性化に関与する可能性が考えら
れた。 
本研究では、OATP1B1、OATP1B3 及び OSTα/β を介した胆汁酸の輸送特性を明らか
にし、NASH の病態進行と胆汁酸動態との関連を示した。肝線維化の進展に伴い、肝臓
において胆汁酸動態を支配するトランスポーターや代謝酵素の経時的な発現変動が生
じ、親水性の遊離型胆汁酸や抱合型胆汁酸の血管側への細胞外排出が促進されることが
考えられた（図 1）。さらに、血管側へ排出された胆汁酸が、肝星細胞の活性化を介し
て肝線維化の進展に関与している可能性が示唆された。今後、胆汁酸動態の変動による
NASH の病態進行への寄与を明らかにすることで、NASH の治療戦略の創出が期待され
る。 
図 1. NASH の病態進行における胆汁酸動態の変動 
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 非アルコール性脂肪性肝炎（NASH）は、進行すると肝硬変や肝癌に至るものの、未だ
効果的な治療法は確立していない。その一因は病態進行がきわめて複雑であり、それらの
メカニズムが十分に把握できていないことにある。最近、肝実質細胞のみならず、クッパ
ー細胞や肝星細胞などにおけるコレステロールの過剰蓄積により、NASH における炎症や
線維化が促進されることが報告された。コレステロールの主要代謝物である胆汁酸は、各
種受容体への結合を介する脂質や糖質の代謝制御作用を有し、NASH の前駆症状や肥満な
どにも関与するうえ、NASH の病態との関連も示唆されている。しかも、NASH 患者で炎
症や肝線維化の重症度と血中抱合型胆汁酸濃度に正の相関があることも報告されており、
胆汁酸動態と病態との関連を明らかにすることはきわめて重要と考えられる。いくつかの
胆汁酸輸送に関与するトランスポーターの特性に関する報告はあるものの、特に肝におけ
る細胞内取り込みに関与する organic anion transporting polypeptide（OATP）1B1、OATP1B3
や、腸上皮細胞や肝細胞の膜上に発現する organic solute transporter（OST）α/β の輸送特性
は未だ詳細に調べられていないことから、まずこれらトランスポーターによる各種胆汁酸
の輸送について調べた。 
 OATP1B1 および OATP1B3 安定発現細胞を用いて、ヒト体内における 15 種の主要胆汁酸
の細胞内取り込みを調べたところ、両トランスポーター間で各胆汁酸との親和性に大きな
差はなく、遊離型よりも抱合型胆汁酸の方が、またステロイド核上の水酸基数の少ない方
が高い親和性を示した。一方、OSTα/β は、遊離型のケノデオキシコール酸およびデオキシ
コール酸に高い親和性を示したものの、Vmax/Kmを比較すると、グリシンあるいはタウリン
抱合型リトコール酸に高い輸送効率を示すことが判った。 
 次に、コリン欠乏メチオニン減量高脂肪食摂取により作製した NASH モデルマウスは、
早期に NASH が誘発され、肝線維化が経時的に進展する。末梢血中の総胆汁酸濃度は肝線
維化の進展に伴って経時的に上昇したが、このとき胆汁酸を肝臓から血管側に排出する
OSTβ の発現も増大し、肝取り込みに関与するトランスポーターの発現は逆に低下してい
た。しかも胆汁酸生合成の律速酵素である Cyp7a1 やアミノ酸抱合酵素 bile acid-CoA: amino 
acid N-acyltransferase の発現が低下し、硫酸抱合酵素 Sult2a1 の発現は増加したことから、
肝細胞内の胆汁酸量が低下し、これら一連の分子の変動は、細胞毒性作用の軽減に寄与し
ているものと考えられた。一方、血管側へ排出された胆汁酸は、肝線維化の形成の場であ
るディッセ腔を通過するが、このときに肝星細胞の α-smooth muscle action の発現を誘導し、
活性化に関与することが示唆された。 
 本研究は、NASH の病態進行と胆汁酸の組成変動を含む動態変化が密接に関与すること
を見出し、特に肝線維化の進展のメカニズムの一端を明らかにしたことから、本論文は博
士（薬学）の学位論文として合格と認める。 
